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図７BSAのｒのAOT逆ミセル中（A）とAOT水溶液中
(B）の変化
次構造の変化を反映していると考えられる。
逆ミセルのwaterpoolの水は“固定水”と“自由水”
という従来の概念で考えれば､ｗ･の増加と共に“自由
水，，が増え、タンパク質の環境は単なるその水溶液の
状態に接近するはずである。しかし、実際はそうでは
ない。AOT逆ミセル中のTrpl34とCys34周辺の環境は、タ
ンパク質単独溶液中とは大きく違い、マクロに見れば
AOTの水溶液中の環境に類似していることは明らかで
ある。
Trpl34もCys34も、３つあるBSAのドメインの第1番目の
ドメインに属する'619)。ここで見た三次構造の変化の
様子は第１ドメインのそれを検証したことになるが、
BSAのドメインは相互によく似ていて、第１ドメインの
挙動は､第２第３ドメインの挙動でもあり、BSA分子全体
の挙動と考えてもいいだろう。したがって、逆ミセル
中でもそれを構成する界面活性剤の親水基の電荷の影
響を強く受けている“固定水”の中にタンパク質全体
が存在すると考えられる。図１(B)の逆ミセルの“自由
水”の中にタンパク質や酵素を入れたスケッチをたま
に目にするが、そのイメージは間違いである。
８おわりに
逆ミセルの中は、チラコイド（葉緑体の内膜系の袋
状構造で、その膜はタンパク質と脂質から成る）のモ
デル系としても選ばれ、そこでの光化学反応やエネル
ギー転移の研究も行われている4)。冒頭でも述べたよ
うに、生物の細胞膜はある種の界面活性剤（リン脂質）
で作られている。このような膜に囲まれる細胞やチラ
コイド内のタンパク質や酵素は生命維持のために活動
してくれているが、決して普通の水“自由水”に溶け
ているような状態ではない環境におかれているに違い
ない。多くの研究者がタンパク質や酵素の研究を、上
述した“バルク水，，の“自由水”の中で行っている。
無水の結晶状態のタンパク質を研究している人もいる。
しかし、これらの研究条件は、実際にタンパク質や酵
素が働いている条件とはかなり違う。“バルク水，，に
比べると、逆ミセルの中の水は細胞の中の水に近いと
思われる。“バルク水”の中や無水条件で行われてい
7-3逆ミセル中の酵素反応
逆ミセル中のタンパク質の研究は、逆ミセル中に入
れた酵素の活性への興味から始まったようである。酵
素として､α-キモトリプシンがもっともよく選ばれて
いる25.26)。逆ミセル中のα_キモトリプシンやトリプシ
界面活性剤の逆ミセル中におけるタンパク質の構造 3９
るタンパク質や酵素の研究を実際の生体細胞中の液相
状態におけるそれらの挙動と相関させるために、界面
活性剤の逆ミセルを使った研究はもっと注目されても
いいのではないかと思われる。
冒頭に、“コロイド”や“界面”の実態がこの数１０
年でかなりの程度明らかになって来たと述べたが、今
回見てきたように逆ミセルについても明らかになった
こともあるが、まだまだ不明な点もある。waterｐｏｏｒ
の水に入れる電解質の種類を変えたりイオン強度には
注目したりしているが、waterpoorの水中のイオンの
活量係数にまで言及した論文はまだ発表されてないよ
うである。ここまでの検討は、現状ではまだ無理なの
であろう。
一方で、逆ミセルは、タンパク質の抽出や精製にも
利用されたり、薬物輸送の容器、あるいは化学触媒や
物質合成などのマイクロ反応器としても研究されたり
している，)。ナノサイズのミセルが非常に広い“界面，，
を提供することによる触媒機能もこれらのプロセスに
関わっていると思われる。このような逆ミセルの反応
器としての活用などは、逆ミセル中の水の異常性はと
りあえず別にして、さらに活用が拡がることが望まれ
る。これら逆ミセルのwaterｐｏｏｒの応用研究と並行し
て、waterｐｏｏｒの水自身についての研究がさらに必要
であることは言うまでもない。waterpoorの水だけに
限定せず、waterpoorに入れたタンパク質や酵素の挙
動からも、そこの水の異常性や物性がさらに見えて来
ることもあるだろう。
逆ミセルの膨らんだ､いわゆる､Ｗ/０(water-in-oil）
型マイクロエマルションはたしかに大きいwaterｐｏｏｒ
をもつ。Ｗ/0型マイクロエマルションは、どの程度の大
きさになると“自由水，，の存在が確認できるか興味が
ある。また、この“自由水，，の存在やその量はマイク
ロエマルションのwaterpoorに入れたタンパク質やイ
オンの種類、大きさ、濃度などにどのように影響され
るか、興味は尽きない。
ve応eMice此ｓａｓＨｂｓ函/ｂｒＰｍに姉α"ｄ肋αﾉﾉＭｂﾉｃｃ"/Cs,Ｂｉo‐
chimBiophysActa,947,209-246(1988)．
５)J・ZhangandRV.Ｂright,ＭＪ"oseco"dReoZgα"j、ﾉﾉo〃q/Wtzにｒ
ｗｊＺﾉｉｊ〃Z/lehre"orヴルve酒師Mceﾉﾉesh1′eα〃のRre9"e"C〕ノー
Ｄｏｍａｉ"川０種Ｃｅ"ceSpectmscOZ2y,JPhys・Che、95,7900-7907
(1991）
6)Ｋ､Ｋ・Kamkstis,AAFmzier,CTLoftus,ａｎｄＡＳ・TUan，
川o"Sc印CehveFZjgZz"o〃ｑ/Ｍ`/rjP/CPCJ""io"j"gSjtesj"』9"e－
ozｲＳａｍ他ve（ＢＭＣＣﾉﾉes,JPhys・Ｃｈｅｍ､102,8163-8169(1998)．
7)Ｋ､Takeda,KHachiya,ａｎｄＹ､Moliyama,肋/emcljo〃ｑ/Pro-
/ｅｍｗｊＺｈノリ"ｊＣ肋'７fzcm"’(Pα〃２ﾉ:Ｋ】"αｉｃｓｑ/Cbl1/blmarjo"αノ
Ｃﾉｶα"gCq/Ｐ、にjMT伽cedbWﾉbeB〃ﾉﾉZgq/8WﾉﾌﾞbcZZJ"'；DWTα”CS
q/Ｐ、花ﾉﾙShｲZ/bcm"ZCb'"此xcs山z花ｍａｊＯ〃ｑ/Pmtej〃ｗ肋Re-
veZseMce化s,EncyclopediaofSulfactantandColloidScience,Ａ、
ＴHubbaldEd.,Mar℃elDekker:NewYork,pp､2575-2592(2002)．
8)KTakeda,KHamda,Ｋ,Yamaguchi,ａｎｄＹ・Moriyama,Ｃｂル
ノ、’１α"o"α/ｄｍｇｅｓｑ/Ｂｏｗ"ＧＳＣ'泌加』ﾉb"ｍｍｊ〃α〃４９"ＣＯ"ｓＳｂ‐
伽o〃ｑ/Sb伽、肋p-eZﾉＭﾉｶ巳､ノリ肋ｸbs"ccj"α蛇α"cﾉﾉ〃伽Re-
veﾉqFeMce"eqMeStJme血Z/２Jαα"/,JColloidlnterfaceSci,164,
382-386(1994)．
9)J・FaederandBM・Ladanyi,Ｍりんc"〃ＱＷｚａｍｃｓＳｊｍ"伽o"ｓ
ｑ/・Zﾉiel)zZe"orｑ/A9wo"sRevemeMce胸,Ｊ､Phys・ChemlO4，
1033-1046(2000)．
10)J・HFendlerandEJFendler,CatalysisinMiceUarandMac‐
romolecularSystems,AcademicPress,NewYork(1975)．
１１)ＪＢＰｅｒｉ,ｍｅ＆areq/ＳＤＭo〃ｑ/AemsoﾉＯＴｊ"ﾉＶｂ"α9"e０噸
Ｍ１ﾉe"１F,J・ColloidlnterfaceSci.,29,6-15(1969)．
12)DlChristopher,J､Yarwood,Ｐ・SBelton,ａｎｄＢＰ・Hills,A
Fb"ｒｊｅｒ肋"VbmT17qﾉﾗwα〃SlzMb'ｑ/WtJ〃HbadGroz(ｐ血陀ｍｃ－
ｒｉｏ"ｓｉ〃脱ve応edMce"ｂｓＣｂ"ZZJj"ｍｇＳｏ伽加肋p-eZhy"ieXyり
StM/bｍｃｃｍａｊｅ（2,4ｏｚ)，Ｊ、ColloidlnteIfaceSci.，152,465-472
(1992)．
13)HFUjii,TKawai,andHNishikawa,DctelmmationofpHin
ReverseMicelles,BulLChemSocJapan,52,2051-2055(1979)．
14)CGrandi,ＲＥSmith,andＰ.Ｌ,Luisi,ＭＣＣﾉ〃８℃肋ﾉﾉjzatjo〃
q/BjqpalW?ze灯j〃OZgα"jcSbんe"な,Ｊ・ＢｉｏＬＣｈｅｍ,256,837-843
(1981)．
15)KTakeda,ａｎｄＹ・Moliyama,αﾉ℃"ﾉarDjcAroiFmSt"`jeFo〃
ＨｾﾉjcaﾉＳｍｨα"だＰ'筍e/bre"cesq/・伽j"ｏ化ＭＲＧ,胸eFq/Ｐ、/ej"ｓ
Ｃｍｲs“ｂｙＳＭ"mDodeq〕ﾉﾉ８W脆陀,Ｊ､ProteinChem9,573-582
(1990)．
16)KTakeda,Ｙ・Moriyama,andKHachiya,ｍｊｅｍａｊｏ〃ｑ/Ｐｍ－
に加川'ん"jcSZ"ﾌﾟtJCm"！(pα〃リＢｉ'Zgmgq/SmﾌﾟbCjα"tmPro‐
にi〃α"‘Pmjej〃Ｆｙａｇｍｅ"ねα"ｄＣｍ/bmaZjo"α/Ｃｿiα"gcsZ)Tawced
byBj"｡』"9,EncyclopediaofSurfactantandColloidScience,ＡＴ．
HubbaldEd.,MarcelDekker:NewYork,pp2558-2574(2002)．
17）竹田邦雄，森山佳子，イオン性界面活性剤が見せるタン
パク質構造の保護と再形成,表面,42,ppl-10(2004)．
参考文献
１)Ｐ・ＥＺｍｓｌｉ,ﾉ)Mlomogc"eozｨs〃jerjorq/池、soﾉＯＴＭｃｍｅｍ"ノー
sjo"sPm6eゴム〕'Ｆ/"o砥Ce"Ceα"ｄＰＭＷｚａｊｊｏ〃ＤｅａＩ〕'ＪＰｈｙｓ
Ｃｈｅｍ８３,3223-3231（1979)．
２)HKondo,LMiwa,andJSunamoto,Bjpﾉlasic＆Jwct"花Ｍｏｄｅノ
ノｂｒ此velFedMiCeﾉ胸Dep1℃sseCMc〃DjSsociatjo〃ｑ/Ｅ】ccjノー
ｅ仏Sm妃ﾉElym"ｊ"ejMie比sjrjc〃他αc"o"ＦＭt/,J・Phys・Ｃｈｅｍ、
86,4826-4831（1982）
3)Ｐ・ＬＬｕｉｓｉａｎｄＬ.』.Magid,ＳｍｲbﾉﾉjzaZjo〃ｑ/E"ひ加函ﾉＷｃﾉejc
Ac姉jlzhOﾉ[ﾉ、cαめo〃ＭＣＣﾉﾉﾋＪｒＳｂＭｊｏ"３，CRCCrit・Rev・Ｂｉo‐
ｃｈｅｍ.,20,409-474(1986)．
４)Ｐ､LLuisi,Ｍ・Giomini,ＭＰ､Pileni,andBHRobmson,ルー
竹田邦雄・森山佳子4０
18）竹田邦雄，森山佳子，界面活性剤とタンパク質の相互作
用，オレオサイエンス,11,pp3-10(2011)．
19）竹田邦雄，界面活性剤によるタンパク質の構造変化;界面
活性剤とともに４０年余,岡山理科大学紀要，50,ppl3-22
(2014)．
20）森山佳子，タンパク質の構造に対する界面活性剤の保護
作用,ColloidIntelfaceCommun・NewsLetterfiPomDCSC,４０，
ppl4-16(2015)．
21）KTakeda,ａｎｄＹ・Moriyama,KineticAspectsofSurfac‐
tant-InducedStructumlChangesofPmteins:UnsolvedPmblemsin
Two-StateModelfbrProteinDenaturationJ・O1eo・Sci.（2015）
lnpress
22)ＸＭＨｅ,andDCCarter,Ato”c醜'wcm”α"。Ｃ比mistびq／
肋加α"Selw'Ｍ伽加j"､Nature,358,209-215(1992)．
２３)SFMatzke,Ａ・LCreagh,ＣＡ・Haynes,』.Ｍ・Prausmtz,and
HWBIanch,ＭＣｃｈα"、γDSQ/ルo花j〃Ｓｂ/"6j伽"o〃j〃ReveKFe
/V/Ｃｅ化３，BiotechBioeng.,40,91-102(1992）
24)RBGWolbert,RHilhorst,GVoskuilen,Ｈ・Nachtegaa1,Ｍ．
Dekker,Ｋ､VRiet,andBHBUjsterbosch,Ｐ、にｊ〃7>u"q/tr此ｍ
ｑＭ９"２０"ｓＰﾉ､sei"'０他ve'nseMce"esnieLDｳﾞ（?αq/Pmrej"Ｓｉｚｅ
α"‘ｄｌａ堰ｅＤｊｓ"伽"o",Eur､JBiochem,184,627-633(1989）
25)ERuckenstemandPKalpe,ＯＭｉｅａｚＺｙｍａｊｊｃＳｔ４ｐｅｍｃ"vj〃
j〃ん"ｊｃ此1ﾉe灯eMIceﾉﾉCs,Ｊ・ColloidhterfnceSci.，139,408-436
(1990)．
26)Ｐ､KalpeandERuckcnstem,Ｔ７ｉｅ助zγｍα"csi‘pemcljvjlW〃
此1ﾉe応eMceﾉﾉｅｓＪＲルｑ/Z/ｌｅＤｊ山c"ｊｃＣｂ"Ｓｍ"/,JColloidln‐
tenfaceSci.,141,534-552(1991)．
27)Ｐ・Walde,QPeng,NWFadnavis,EBattistel,andＰ.Ｌ・Ｌｕi‐
si,α'wα"だα"CMajW〃ｑ/、〕lpFj〃j〃Ｒｅ１ﾉe灯ＢＭＣＣﾉﾉａｓ,Eur.』、
Biochem,173,401-409(1988）
28)YKuwahala,AGoto,Ｙ・Ibuki,Ｋ・Yamazaki,ａｎｄＲＧｏｔｏ，
CtMWjcAc"1ﾉﾉﾘｑ/Hamﾉﾋｶﾞ"αsej〃Reve灯e‘MIceﾉﾉｾs,Ｊ,Colloid
InterfaceSci.,233,190-196(2001)．
ProteinStmcturesinSmfacta､tReverseMicelles
-AbnormalityofWaterIncorporatedinReverseMicelles-
ＫｕｎｉｏＴＡＫＥＤＡａｎｄＹｏｓｍｋｏＭＯＲⅣＡＭＡ
Depα'ｍｅ"/q/幼pﾉﾉe`Ｃﾉﾘe伽/'Ｗ"`Ｂｊｏにc/l"o/Ogy,Ftzc"/1Ｗ/E'29ｊ"ee""ｇ
ｏﾉｈＩ)′αｍａＵ>､ﾉeⅣ(〕ﾉq/ｍｊｅ"ｃｅ
Ｉ－ＩﾉＷｍ－ｃﾉjo,ＫｍＪ－ﾉb`,Ｏﾉﾋ〃α腕α700-0005,ノZIPα〃
（ReceivedSeptember282015;acceptedNovember9,2015）
Thesecondarystructuralchangeandthetertiarystructuralchangeofbovineserumalbumm(BSA)ｍthe
reversencellesofsodiumbis(Z-ethylhexyl)sulfbsuccinate(AOT）havebeenexalninedmainlybytllemeas-
urementsofcirculardichroism,time-resolvedfluorescence,tryptophannuorescence,anddynamiclightscatter-
mg・ThediameterofthereversemiceUemcreaseswithanmcreaseofwatercontent(Ｗｏ=[H20]/[AOT]).The
diameterofthereversemicelle,contaimngBSA,islargerthantheemptyreversemicelleateachWo､UPonthe
mcolporationofBSAintothereversemicelles,tllehelicalstructuresaredisrupted,tlleUuorescencelifetimeof
N-iodoacetyl-N,-(5-sulfb-1-naphthyl)ethylenediamneboundtoCys3４shortenMndthemaximalwavelengthof
tryptophanUuorescenceshiftｓＥｏｍ３４０ｔｏ３３０ｎｍ・Thesechangessubstantiallyagreewiththoseobservedmthe
aqUeousAOTsolution,indicatmgthattheinteractionbetweenthehydrophilicgroUpsofAOTandtheoppositely
chargedaminoacidresiduesofBSAplaysanimportantroleinthereversemicelleaswellastheabnormalityof
water．
Keywords:surfactant;reversemicelle;proteinstrucmre;Sodiumbis(2-ethylhexyl)sulfbsuccmate;Bovineserum
albumin;circulardichroism;dynamiclightscattering．
